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　ウエストナイル熱は，フラビウイルス科に属するウエス
トナイルウイルス（West　Nile　Virus，以下WNVと略
す）によって引き起こされる疾患であり，主に蚊（双翅目
力科）と鳥類間で感染サイクルが維持されている1）．本ウ
イルスの感染によるウエストナイル熱の発症率は低いとさ
れているが，米国では2006年8月までに20，000人近い発
症者が確認され800名近い死者が出ており2），本邦への浸
淫が危惧されている’）．ウイルスの持ち込みルートとして
は，航空機や船舶にまぎれ込んだウイルス保有蚊，あるい
は感染した渡り鳥によるものが指摘されている3・4）．この
ため，各地の空港・港湾施設では厚生労働省検疫所が港湾
衛生管理業務の一環として蚊族調査を行っている．また，
神奈川県衛生研究所，大阪府立公衆衛生研究所などでは，
鳥及び蚊を対象としたサーベイランスを実施している．
　北海道において同症患者または同症の疑いのある患者が
発生した場合の当所の果たす役割としては，1．患者から
の病原ウイルス分離及び抗体検出，2．周辺地域における
疫学調査（蚊・鳥類からのウイルス分離），3．感染の拡
大防止のための媒介動物（蚊）駆除計画の策定，4．保健
所などが行う周辺住民などへの情報提供に対する支援など
があげられる．発生源対策を含む駆除計画や住民への情報
提供を行う際には，基礎となるデータを提供する疫学調査
が重要であり，しかも，感染地域が限局している間に本症
を封じ込めるためには，調査を迅速・的確に行う必要があ
る．そのため調査担当者は，あらかじめ蚊の採集・同定か
らウイルス検出・分離に至るまでの調査手順を習得し，1
日の処理能力を把握しておくことが重要な要素のひとつに
なる．そこで今回，蚊の採集・分類やRNA抽出などの処
理能力を確認するとともに，RT－PCRを用いてウイルス
の検出を検討するための予備調査を行ったので報告する．
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試料及び方法
　本予備調査では，空港・港湾・都市に近く，かっ渡り鳥
飛来地に隣接する苫小牧市植苗の草原を調査地として選定
した．2005年8月16日及び同年9月1日の2回調査を
行った．
　蚊の採集は，18：00から21：00にかけて，ヒト囮法
（4名），100W水銀灯を用いた灯火採集法及び炭火を用
いた二酸化炭素誘引法を併用して蚊を二二し5），捕虫網で
採集後，プラスチックチューブを改造した吸虫管に1本当
たり20個体程度を限度に集めた．蚊の入ったプラスチッ
クチューブは冷蔵して当所に搬送した．翌朝，氷温下で実
体顕微鏡を用いて蚊を同定後，種ごとに採集数に応じて1
～58個体をまとめて細胞破砕機用のサンプルチューブに
入れ，試料（プール）とした．同定及び分類体系はTana－
kaら6）に従い，和名は主として佐々ら7）に従った．蚊の
採集・同定・分類の際には，RNaseなどによるウイルス
遺伝子の分解を防ぐため，蚊を生かしておくことに特に留
意した．
　試料にペニシリン・ストレプトマイシン加滅菌PBSを
0．61nL添加し，細胞破砕機（2，700　rpm・30秒×3回〉
で粉砕後，破砕液を遠心し（12，000rpm・5分），上清を
得た．上清の一部はPCR法による遺伝子検：出に供し，残
りはウイルスの分離・培養を行うため一70℃で保存した．
　ウイルスRNAの抽出にはQIAamp　Viral　RNA　Mini
Kit（キアゲン社）を使用し，　cDNAの合成には，
Ready－to－Go　RT－PCR　Beads（GEヘルスケア社）と，
付属のランダムプライマーを用いた．PCR用DNAポリ
メラーゼにはAmpli　Taq　Gold（Applied　Biosystems社）
を使用し，反応溶液の組成は添付説明書に従った．PCR
用プライマーは国立感染症研究所・病原体検査マニュアル
（ウエストナイルウイルス病原体検査マニュアル）に記載
のものを使用した．プライマーの塩基配列はWNVに特
一67一
異的なプライマー（WNVプライマー）として，
WNNY514（CGG　CGC　CTT　CAT　ACA　CW）及び
WNNY904（GCC　TTT　GAA　CAG　ACG　CCA　TA）を，
また，日本脳炎ウイルス及びWNVウイルスのNS3領域
を増幅するプライマー（NS3プライマー）として，　Fla－
U5004（GGA　ACD　TCM　GGH　TCN　CCH　AT）及び
Fla－U5457（GTG　AAR　TGD　GCY　TCR　TCC　AT）を使
用した．増幅反応条件は95℃5分間インキュベートした
後，熱変性95℃30秒間，アニーリング56℃30秒間，伸長
反応720C60秒間を40サイクル行った後，72℃で5分間イ
ンキュベートした．反応産物は1．5％アガロースゲルで電
気泳動後，臭化エチジウムで染色し紫外線照射下で目的と
する反応産物（DNA断片）を観察した．反応産物の大き
さは，WNVプライマーで410塩基対，　NS3プライマー
で470塩基対であり，両反応産物が認められた場合に
WNV陽性と判定した．
結果及び考察
　今回の調査では，合計952個体の蚊を採集した．吸虫管
には，1本あたり20個体程度の蚊を採集するのが限度で，
それ以上の個体を採集すると，吸虫時に発生する管内渦流
により死亡個体数の増加が観察された．従って，調査の際
には十分な数の吸虫管を必要とすることが示された．採集
された蚊は、4ηo卿露∫sp．（engaru　race）ハマダラカの一
種または且．s吻醜sゴsシナハマダラカ，ノL♂6s’6万オオツル
ハマダラカ，C％漉θ劾　纏ψo痂。αヤマトハボシカ，　C％伽
ヵ勿6π5アカイエカ，、464θs　40z3α薦セスジヤブカ，且．
メ勿。η蜘sヤマトヤブカ及び、4．蹴α螂キンイロヤブカの
7種類で，すべて雌であった．それぞれの種についての採
集個体数は，Table　1に他の結果と共に示した．採集され
た蚊の中では，．4．o釧侃sが最も多く，全体の9割を占め
た．また，札幌市内で優占するC．勿伽sと！4．勿。耽％s
も少数ながら得られたこれら3種は，米国でWNVを
媒介することが知られている8）．なお，．4π砂鰯6sspノ
s勿θ％s∫sと同定した試料は，Tanakaら6）が北海道には、4．
s勿6煽sのほかに近似の別種がいるとして未同定種sp．
（engaru　race）として扱い，蝉の形態以外では個体ごとに
同定するのは困難であるとした2種に相当していた．その
後Kandaら9）は，この未同定種をAθη8α7侃廊として
独立種とすることを主張し，高井ら10）は，雌前脚附節第
3節白帯幅で語種を識別することが可能であるとした．し
かしながら，未だ成虫の分類方法には確定したものがない．
このような分類学上の現状から，今回得られた試料につい
てはあえてこれら’2種を同定せず，「sp．またはs勿6η廊」
とした．今後の調査で確実な同定を行うには，幼生期から
の個別飼育などによって両謡言成虫の形態的差異が裏付け
られ，北海道内の分布が明らかになることが必要である．
　今回の調査で採集した蚊は，最大20個体程度をまとめ，
49のプールに分けて処理した．ただし，、4，り6耀郷のみ採
集数が多かったため，最大で58個体を1つのプールとし
て処理した．各蚊種におけるプール構成についてはTable
1に示した．これら49プールについてRT－PCRを実施し
た結果，一部のプールでWNVプライマーにのみ増幅産
物が認められた．しかし増幅産物の大きさと，Flaプライ
マーでは増幅がまったく認められなかった（Fig．1）こと
から，これらのバンドは偽バンドであり，すべて陰性と判
定された．また，、4．鷹侃sのすべてのプール（37プー
ル）において，偽バンドはまったく認められなかった．以
上の結果を受け，今回の調査ではウイルス分離は行わな
かった．
　今回のPCRの結果から，蚊の種類によっては偽バンド
が多く認められる種のあることが示された．今後はPCR
の条件設定や酵素の選別を行い，これらの偽バンドを極力
減少させる必要がある．また，1日に供試できる蚊数は，
今回の調査と同様な二相であれば1，000個体程度は可能で
あると考えられた．しかし，蚊相が今回と大きく異なる場
合や近似種が多い種類が混じる場合は同定に時間がかかり，
1日に処理できる蚊は今回より少なくなると想定された．
Table　1Collected　Mosquitoes＊and　Results　of　PCR　Tests　for　the　Detections　of　Flavi　Virus（FV）
and　West　Niie　Virus（WNV）Genes
Species＊＊ 　Number　of　mosquitoesAug．16　　Sep．1　　Total
Number　of　pools　FV　and　WNV　genes
　（Pool　sizes）　　　　　　Positive　pools
且πo卿θ♂8∫sp．／s勿6湘∫
・4πo卿6♂6s♂6s三吟
C〃魏孟α％勿力。瑠6α
C％忽ρzφθηs
∠4646S　40鴬認乞S
z4α」6sメ妙。卿。πs
A646s麗κα％s
21
2
1
4
！6
20
1
8
34
　7
838
22
10
　1
　4
34
23
858
1（1），1（10），1（1ユ）
1（2），　1（8）
1（1）
1（4）
1（14），　1（20）
1（6），　1（7），　1（10）
2（10），　29（20），
5（40），　1（58）
0，0
0，0
0，0
0，0
0，0
0，0
0，0
Tota1 64 888 952 49 0，0
＊All　mosquitoes　were　females，
＊＊rpecies　identification　and　taxonorny　followed　Tanaka　6’認．（1979）
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　　　　　Fig．1　RT－PCR　of　Mosquito　Pools
1：〆1ηoメ沈61θs　J6s云θガ2exs．，　2＝C％露s6如鴛吻。多zガ6αlex．，
3：ノ1θ吻∫メ砂07z／o％s　6exs．，　4：ノIL．メ砂。多¢」α457exs．，
5：A．躍。駕」乞s14exs．，　P＝WNV　g2266　strain．
特に北海道においては，米国でウエストナイル熱を媒介す
ることが知られている、4θ46s（Oo配6γo嬬％s）ヤブカ属セ
スジヤブカ亜属に属する北海道産10種のうち且．ρ観6’oγ
チシマヤブカの近似種8種は，幼虫（ボウフラ）を個別飼
育して幼虫・蠕あるいは雄成虫で同定するのが確実であり，
主に雌成虫を採集する今回の方法では同定できない．しか
も，これらの種類は行楽シーズンの6月から8月にかけて
道内各地の山林で昼間ヒトから吸血する重要種であるが，
道内での分布も一部地域を除いて不明である．従って，将
来ウイルス分離を試みる可能性のある地域については，そ
の蚊相を幼虫の採集も含めあらかじめ調査しておくことが
重要である．
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